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亜硝酸ナ トリ ウ ム で 処理 した ヒ ト赤血球での メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元 を, メ チ レ ン ･ ブル ー 存在下,
非存在下で, 37
0
C, pH 7.4 に お い て検討 した . メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元 反 応の分析 は Am pholine ポリ アク
リ ル ア ミ ド平板ゲ ル 等電点電気泳動 で行 っ た. その 結果, メ ト ヘ モ グ ロ ビン還元 過程で(α 2 十β3 +)2 ,(α 3 十β2 ･)2
の 2種類の 部分還元型 ヘ モ グロ ビ ン が 中間体と して産生さ れ る こ とが 見い 出され た. こ れ ら部分還元型ヘ
モ グ ロ ビ ン の変動を経時的 に 調 べ た と こ ろ, メ チ レ ン ･ ブ ル ー の 有無に か か わ らず, (α 3 +β
2 +)2は常 に(α2十
β3 十)2よ り多く存在 した . こ の 中間体 ヘ モ グロ ビン の 量的な差 は, メ ト ヘ モ グロ ビ ン を構成 す る α 鎖･β鎖
の 酸化還元電位の違い に よ っ て説明で き る. また , メ チ レ ン ･ ブ ル ー の存在下 で赤血球の メ ト ヘ モ グロ ビ
ン 還元 は著 しく促進さ れ た. 以上 の 結果よ り, ヒ ト赤血 球 に お ける メ ト ヘ モ グ ロ ビン 還元 の 過程は次のよ






一 → (α2 +β3 +)2 ＼
､




また , メ ト ヘ モ グロ ビ ン還 元中の , 中間体 ヘ モ グ ロ ビン な どの 時間的変動 を分析 してメ ト ヘ モ グ ロ ビン
反応速度定数 を得 た. こ の こ と か ら, 赤血球中で の N A D H チトク ロ ー ム b5還元 酵素と N A D P Hメ ト ヘ モ
グ ロ ビ ン還元酵素の, メ▲ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元 へ の貢献度 を推定 し, メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元機構 を細胞 レ ベ
ル で検討 した.
Eey w o rds ヒ ト赤血球, メ ト ヘ モ グロ ビ ン還元機構 , メ ト型 中間体 ヘ モ グロ
ビ ン
赤血球 は ヘ モ グ ロ ビ ン (以下 Hb と 略す)脚注 を高濃
度 に含 む遊離細胞であり, 酸素の 運搬を主 な役割と し
てい る こ と はよ く知ら れ て い る. こ の 働 きが 充分に 発
揮さ れ るた めに は, 赤血球中の Hb が還元状態(Fe廿 )
である こ とが必要で あり, H b が酸化 され てメ ト H b(Fe
≠ )に変化す る と酸素結合能 を失う. H b は 4個の ヘ ム
をも つ 四量 体 タ ン パ ク 質で あるが , 自動酸化 に よ っ て
メ ト H bに 変化する. ヒ ト赤血球 で は1 日の 酸化畳 は全
H b の約 2 ～ 4 %で あ る1)と い わ れ る. 生成 さ れた メ ト
脚注: オ キ シ ヘ モ グロ ビン をオ キ シ H bある い は(α 2十β
2+)2,
(α2 +β





)2バ レ ン シ ー ･ ハ イ ブリ ッ ドを(α3 十β
2 十)2, メ トヘ
モ グロ ビ ン をメ ト H bある い は(α3 +β
3 十)2と示 す
Redu ctio n of Methe m oglobin in Hu m a nRed
Biochemistry, Ka n a z a w aUniv ersity Scho ol of
H b は, 赤血球中の メ ト還元酵素 に よ っ て還 元塾H bに
戻る .
赤血 球 に は 2種類の メ ト還元酵素が存在 して おり,
各々 NA D H(N ic otin e a mide A denin eDin u cleotide,
N A D H と略 す) 及び N A D P H ( N ic otin e a mide
A de nin eDin u cle otide P ho sphate, NA D P H と略す)
を補酵素と して い る2)3). 前者は ,現在 で は N A DIlチト
ク ロ ー ム b5還元酵素で ある こ とが明らか に なっ ており
㈹
解 糖 系 (Embde n-M eye rhof経 路) で 生成 さ れる
N A D Hと 共役 して メ ト H b還元 を行 い , 赤血 球でのメ
ト H bの 全還元能の 70%以上 を担 っ て い る
6)
. 後者は,




酵素 に よ るメ ト H bの 還元 は通 常 6% 程度しか働いてい
Cells. M a s ayoshi Ida, Departm e nt of
M edicin e.
ヒ ト赤血球 の メ ト ヘ モ グ ロ ビン 還元機構 795
ない と考えられ て お り
6) 8)





こ れま で , これら メ ト H b還元 酵素系に つ い て は赤血
球か ら分離した酵素を用
い て研究さ れ て き た･ その 研
究はメ ト 飢 を基質と す る反応度論的解析
が主で あっ
て, 分光学的測定法に 頼 っ て
い た ･ 一 般 に 分光学的に
反応ス ペ ク トル が 等吸収点 を通る こ とは, 反応過程
で
中間体が存在 しない こと を示 して
い る･ メ ト 削 が還元
される場合, 可視部吸収 ス ペ ク トル は等吸収点 を通 る
のでメト H b は直接還元型 Hb に 変化し, 反応 中に 中間
体Hb は生成さ れな い と考 えら れ て きた･
ところが , フ ェ リ シ ア ン 化カ リ ウム や 亜硝酸ナ トリ
ウム などの 酸化剤で H b を部分酸化したの ち カラ ム
● ク
ロマ トグラフィ ー で H b を分離すると,メ ト型中間体 H b
が得られる とい う報告が あ る
1 0)1 1)しか しなが ら, こ の場
合,中間体 Hb の 分離 と同定が充分に なさ れ てい なか っ
たため,メ ト型中間体 Hb の 存在 を明確に 示 す ま でに は
至ら なか っ た .






て明らか に した 用 . これは還元 型 H b,メ ト型中間体 Hb,
メト H bの 等電点が異な る こと を利用 したも の で ある.
彼らは, ヒ ト赤血球 よ り得た N A D H チ トクロ
ー ム b5
還元酵素や NA D P Hフ ラ ビン 還元酵素に よる メ ト H b
還元反応で は, 反応の 過程 で上 記2種類の メ ト型中間




がら, これらのメ ト ロb還元酵素が赤血球中で どのよう
に働い て い るか は明 らか で な く, 赤血 球 レ ベ ル で の検
討が必要で あ る.
この よう な観点に 基づ い て , 本稿で は赤血球 に お け
るメ ト H b還元 反応 をと りあげ, と くに 中間体 H bの 存
在状態と その 動的変化 に つ い て 調 べ , N A D H お よ び
N A DP H メト Hb還元 酵素の 寄与 に つ い て検討す る.
さらに , その 結果 に基 づ い て赤血 球に お け るメ ト Hb 還
元機構を明らか に した い .
材 料 及 び 方 法
実験に用 い た ヒ ト赤血球は, 日本赤十字セ ン タ ー 金
沢支部よ り得た A C D(Acid Citrate De xtr o s e, A C D
と略) 血液を遠 心 分離 し た. セ フ ァ デ ッ ク ス G-
25(c oa rs egr ade) は, フ ァ ル マ シ ア社, 平板 ゲ ル は,
Ampholin e polya crylami de gel plate s(pH 3･5-
9･5:L K B社) を用 い た. 亜 硝酸ナ トリ ウム , メ チ レ
ン ･ ブル ー は和光純薬, 硫酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン は武
田製薬の 製品を用 い た .
方 法
採血後 1 日の ヒ ト A C D 血液 を遠心 分離 して(4
0
Cに
て 3,000回 転, 10分間), 上清 と顆粒球層を除い て赤血
球 を得た. 得 られた赤血 球を4 倍容量の 0.9% NaCl溶
液 に浮遊 して , 前述 の 要領で遠心操作 を行 い 2回洗浄
した. こ の赤血球 を約 9倍量の 0.9% NaCl溶液に浮遊
して, こ れ に 0.9% NaCl溶液に 溶か した 0.5 M 亜硝
酸 ナ トリ ウ ム を, 最終濃度が 20m M と な るように 加え
た. 室温 (25
0
C) に 30分間放置 したの ち (こ の操作に
よ っ て, 赤血球中の還元型 は H b はほ ぼ完全に メ ト H b
に酸化さ れ た), 赤血球浮遊液 を遠心分離 した(4
0
Cに
て 3,00 回 転 10分間). 0.9 % NaCl溶液 で洗浄 を 5
回繰り返す こ と に よ り赤血球中の 亜硝酸ナ ト リウ ム を
除い た. この 赤血 球 に グル コ ー ス を含ま な い リ ン ゲル
液 を 9倍容量加え た(ヘ マ トク リ ッ ト: 約10% ). こ の
赤血球浮遊液 を以下の実験に用 い た.
(さ) メ ナレ ン ･ ブ ル ー 非存在下の実験
赤血球浮遊液(硫酸ス トレ プトマ イ シ ン添加 :50m g/
100ml赤血球浮遊液)を 37
0
C の恒温槽 に 膵置 した . pH
は 0. 1M 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液で 7.4に 合わ せ, グ ル
コ ー ス (最終濃度10m M) を加 えて反応を開始 した.
反応 中の pH はpH - Stat(東亜 a uto
- bu rette T B S-
10 A)を用 い て 一 定 に保 っ た . 実験 は 32時間ま で続 け
た が , こ の 間溶血は全く認め られ な か っ た . 試料 1 ml
を 一 定時間ごと に 採取 して 4 mlの 水冷再溜水 で溶血
し, 4
0
Cで, 10,000 回転, 15分間の遠心 を行 っ た . 得
ら れた 溶血液 は平板ゲ ル に の せ, 等電 点電気泳動 を行
っ た. 泳動終了 後, 平板 ゲル は ゲ ル 画定液(0.14 Mス
ル フ ォサ リ チ ル 酸, 0.7 M トリ クロ ル 酢酸, 7 M メ タ
ノ ー ル) で固定 し, Gilfo rdspe ctr om ete r2500 Gを用
い て 630n m で吸光度の ス キ ャ ン ニ ン グを行っ た . 記録
用紙 に 描か れ た オ キ シ H b, メ ト型 中間体 H b[(α 2 +
β
3 +)2+(α 3 +β2 +)2], メ ト H b の各分画 は切 り取 っ て
各々 を秤量 し重量%の各評価 を行 っ た.
(b) メ チ レ ン ･ ブ ル ー 存在下 の 実験
前述の 赤血 球浮遊液 を 3アCの 恒温槽に 膵置 し, 0.1
M 水酸化ナ トリウム 溶液を用 い て pH 7.4 に調整 したの
ち, グ ル コ ー ス と メ チ レ ン ･ ブル ー を, 各々 最終濃度
10mIれ 10〟M と な る ように 添加 して反応 を開始 した.
反応液中の pH はpH-Stat を用 い て 一 定に保 っ た . 試
料は 前述の よ う に 一 定時間ご とに 採取 して溶血させ た
の ち 遠心 (10,000回転, 15分) を行 っ た . 上 帯の溶血
液 に 含まれ るメ チ レ ン ･ ブル ー は , 10mM , pIi 7.0 の
リ ン 酸カ リ ウム 緩衝液で平衡化 した セ フ ァ デ ッ ク ス G
-25(co arse, 1.5×20c m カ ラム) で 除去 した. こ う
して 得ら れ た溶血液を, 前述の 要領で等電点電気泳動
法を用 い て解析 した .
得 られ た オ キ シ H b, メ ト型中間体 H b, メ ト H bの
796
割合( %)は, 次の 徴方程式(1)-(3)[n o n- 1in e a r r egre s-
Sio n a n alysis (N O N LI Npr ogra m
1 5)に よ る繰 り込 ん
で , Digital c o mpute r(F A C O M M- 160) で シ ュ ミ
レ ー シ ョ ン を行 っ た .
m etH b inter mediate H b oxyH b
( α3･β3 ･)2』 [( α 2+β3 ･)2+ ( α 3 +β2 +)21ら ( α2 +β2･)2
fl = 椚e
● kl t
f2 瑚 嘉 (e- kll- e-k2t)+ 附 k2t･ … … … …
f｡ = 1 .0 + f望
- (fl+ f2)
こ こ で, fl , f2 ,f3 はそれ ぞれ , 時間t に おけ る全 H b
に対す る(α3 +β帥)2 , [(α 2+β3+)2+(αユ+β2 +)2], (α 2 +
β2 +)2の各割合 (% )を, また , f曾, f望, f3は そ れ ぞれ ,







Fig.1. Is o ele ctric fo c u sing pat te rn Of s a mple s o n
Am pholin e polya c ryla mide gel plate s. Gel
photogr aphs relating to s a mple s obtain ed at
inte rv alsdu ring m ethe moglobin redu ction ofred
Ce11sin the abse nce of m ethylen eblue.
成 績
Ⅰ メ ナ レ ン ･ ブル ー 非存在下 で の メ ト Hb還元反応
図 1 は, 平 板ゲ ル 等電点電気泳動で分析した赤血球
の メ ト H b還元 反応 の 時間的推移 で あ る.
ゲ ル 上 の 4本の バ ン ドは, その 泳動位置か ら, ト)
側よ りメ ト H b,(α 3 +β2 +)2,(α 2 +β3 +)2お よ びオキシ H b
で あ っ た
Ⅰ2)
.
そ の 結果, 反応開始時 に 大部分を占めて い
たメ ト H b は, 時間 の 経過 と と も に 減少し, 2種類の メ
ト型中間体 H bへ 変化 した. ま た, メ ト型 中間体H bの
増減 に と も な っ て オ キ シ Ⅲb が増加 した
.
図2 は, 16時間後 に 採取 した縮料の ゲル ･ ス キャ ン
ニ ン グ ･ パ タ ー ン で あ るが , オ キ シ H bと メ ト H b以外
に(α2 +β3 +)2, (α3 +β2 +)2に 対応す る 2 つ の ピ ー クが存
在す る.
こ れ ら の分画 は, 前述 の 重量測定法で分赤する と,
各々 , オ キ シ Hb:19.9%, (α 2 十β3 +)2:21.6%, (α3+
β
2 十)2:26.4%, メ ト H b:32.1%で あ っ た .
こ の よ う な方法で , 図 1 の結果 に つ い て メ ト H b, メ
ト型中間体 H b, オ キ シ H bの 変動 を分析したのが表1
で ある .
こ の こ とは, 赤血 球中での メ ト H bの 還元反応は次の
よう に 進む こ と を示 して い る (図3).





Fig. 2. Gel-SC a n ni g pat ter n ofthe s a mplesat 16
hr s. T he16 ho u rin c ubated sa mplein Fig･ 1w a
s
gel-SC a n n ed at630n m ･
ヒ ト赤血 球の メ ト ヘ モ グ ロ ビン 還元機構
Table l. Fr a ctio n s(%) of rn ethe m oglobin, (Q･3 +β2+)2, (α2 +β3 寸)2 a nd o xyhe m oglobin
du ring m ether n oglobin r edu ctio nin nitrite-tr e ated e rythr o cytes in the abs enc e of
m ethyle n eBlu e. T he gels sho w nin Fig. 1 w ere sc a nned and the fractions of he m o･
globin deriv ativ es s u ch a s m ethem oglobin, (α
:i 十β2→)2,(α2+β3+)2 a nd o xyhe m oglobin
w ere e stirn ated.
時 間(時) 0 4 8 10 16 20 24 28 32
メ ト H b
(α3+β2十)2
(α2 +β3+)2
オキ シ H b
89.0 75.4 56.9 53.7 32.1 19.4 10.6 11.3 5
.
9
8.2 15.9 23,0 21.8 26.4 26,9 28.8 26.9 20.
2.8 7.6 16.1 1 7.2 21.6 20.1 11.4 12.0 10.
0 1. 1 4.0 7.3 19. 33.6 49.2 49.8 64 .1
MetH b Znte f rT Vdiate H b Hb O2
Fig.3. Sche m es of m ethe m oglobin redu ctio n by
the en zym e syste m s.
β3 十)2舅[(α 2+β3 ヰ)2, (α 3 ･β2 十)2]些(α 2 ･β2 十)2の よ う に
進行すると仮定し, 微分 方程式(1), (2), (3)に 表 1の 値
を入れて コ ン ピ ュ ー タ ー で シ ュ ミ レ ー 卜 した もの で あ
る
.
その 結果, メ ト H b, メ寸 型中間体 H b, オ キ シ H b
の各実験値は この 曲線 に よ く の っ て い た . コ ン ピ ュ ー
タ ー によ る解析で 求めた 2つ の 反応速度定数ki,k;は,
各々 . (1.138±0.038)× 10-3min-1, (0.802±0.030)×
10~3min~1で あ っ た .
Ⅰ メ テ レ ン ･ ブル ー 存在下で の メ ト H b還元 反応
メ チレ ン ･ ブル ー 存在下 で メ ト H b還元 反 応を行うと,
この場合も 反応経過中 に 平板 ゲル 上 に 4 本の バ ン ドが
認められ[図5 : 各(- ) 側よ り, メ ト H b, (α 3 +β2 十)2,
(α2+β3 +)2お よ び オキ シ H bで あ っ た], 時間と とも に変
動した
.
こ の結果を, 前述の よ う に ゲ ル ･ ス キ ャ ン ニ ン グ を
行ない, こ れらの H bの 全 E bに 対する割合を算出 した
797
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Fig. 4. Fr a ctio n al cha nges in rn ethe m oglobin,
inte r m ediate he m oglobin s, and o xyhem oglobin
du ring the redu ction of m ethem oglobin in the
absen c eof m ethyle n eblu e. T he re sultsin fig. 1
w e re a n alyz ed by s c a n ni g at 630n m a nd the
fr a ctio n s of m ethe m oglobin,inter m ediate he m o･
globin s a nd o xyhe m oglobin w er eplotted again st
tim e. (●): m ethe m oglobin, (○):(α
3 +
β2 +)2+
(α 2 十β3+)2, (○): 0Ⅹyhem oglobin . T he cu rv eS
dr a w nthr o ugh the expe rim e ntal points w e re
Obtain ed by the c o mputer a n alysIS.
( 表2).
そ の 結果, メ ト H b還元反応は 80分で ほぼ終了 し,
メ チ レ ン ･ ブ ル ー が存在しな い場合 に比 べ メ ト H b還元
反 応が著 しく促進 され て い る こ と が明ら か に な っ た .
ま た, 2種類の メ ト型中間体 H b は, (α3 十β2 +)2の 方が
(α 2 +β
3 +)2よ りも常 に 多く存在 した. これ らの結果か ら,
メ テ レ ン ･ ブ ル ー 存在下でもメ ト H b還元反応は図 3に

















Fig.5. Iso electric fo c u sing patte rn Of s a mple s o
n
Am pholin epolya c rya mide gelplate s･ Gelp
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2 ･
)2]ぢ(α 2+β2 +)2の よ う に 進 むと考 えて, 微分方程
式(1), (2), (3)に 代入 し コ ン ピ ュ ー タ ー で シ ュ ミレ ー 卜
した . そ の結 嵐 メ ト H b, 2種類 の メ ト型 中間体Hb
およ び オ キ シ H bの 各実験値 は, 期待値(実線)によく















Fig. 6. Fr a ctio n al cha nge s in m ethe m oglobin.
inte r m ediate he m oglobin s, a nd o xyhe m oglobin
du ring the r edu ctio n of m ethe m oglobin in the
pr e se n ce of m ethyle n eblu e. The r es ultsinfig･ 5
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(α 2 十β
3 十)2, (○): 0 Ⅹyhe m oglobin･ T he c u rves
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obtain ed bythe c om puter a n alysis･
Table 2. Fr a ctio n s(%)of m ethe m oglobin, (α3十β2十)2,(α2+β3 十) a nd o xyhe m oglobin
du ring m ethe m oglob inreduction in the nitrite-tr e ated e rythr o cyte sin the pr es en c e of
m ethyle n eBlu e. A fte riso ele ctric fo c u sing ofthe sa mple s obtain ed du ring the r edu
-
ctio n of m ethe moglobin in the pr e s en c e of m ethyle n eBlu e, the gel plate w a sfix ed
a nd w a sthe sc a n n ed at 630n m. By this pr o c edure the fr actio n s of m ethe m oglobin,
(α3+β2 +)2, (α2 +β3 十)2 a nd o xyhe m oglobin w ere estim ated･
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これらの 変化は典型的な 一 次の遂次反応 で あ り, メ
トH b はメト型中間体 H bを経てオ キシ H bに 逐次的 に
変化すると考 えられ る . こ の場合の反 応速度定数 kT,




~ 1であっ た .
考 察
ヒト赤血球で は, Embde n - Meyerhof系 と Pe nto s e
phosphate系の 2つ の代謝系しか存在せず, グル コ
ー ス
はこれらの反応系で代謝 され る. 赤血 球中のメ ト H b還
元反応は, グ ル コ ー ス が 存在 しない 場合 に は ほと ん ど
進行しない(井 田, 未発表). 今 回の 実験 の よう に グ ル
コ ー ス存在下でメ ト Hb 還元反応が進む とい う こ とは,
赤血球のメ ト H b還元 反応 が解糖系お よ び Pe nto se
pho sphate 回路と共役 し てい る こ と を示 し て い る ( 図
7).
Sc ott8)ら に よ る と, 赤血球溶血液 での メ ト H b の還
元に 対す るメ ト H b還元酵素の貢献度 は, Emb de n-
Meyerhof経 路 を 利用 す る N A D Hメ ト 還元酵素 が
73%で, Pento sepho sphate 回路 を利用 す る N A D P H
メ ト E b還元酵素が 6%で あると い う. こ れ らの 推定が
そのま ま赤血球 に あて は まるなら ば, N A D P Hメ ト H b
還元酵素活性は, メテ レ ン ･ ブル ー 非存在下で は, N A D H
メト H b還元酵素の 約 1/12 とい う こ と に な る. 一 方 ,
メチ レ ン ･ ブル ー の 添加 に よ り赤血 球の メ ト H b還元活
性は大幅に促進さ れる が , こ れ はメ ナ レ ン.
･ ブル ー に
より赤血球の Pe nto s epho sphate 回路が特異的に活性
化され, その 結果 Pento s epho sphate 回路 と共役 した
NA D P Hメ ト H b還元 酵素系が充分に 働 きう るよう に
なっ たためである
.
これ を裏付ける証拠と して, Pe ntose
pho sphate 回 路の 鍵酵素であるグル コ ー ス ー 6 - リ ン酸水
素酵素が欠損 した患者 (先天性 G-6-P D欠損症) の
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赤血球で は, メ ト H b 血症が 引き起 こされた場合で もメ
チ レ ン ･ ブ ル ー の 投与効果が な い こと があげられ る1 6).
正 常の赤血球 の 場合 は, 本実験で示 した ように メ テ レ
ン ･ ブ ル ー が ひ じょ う に大 き な効果 を示 す. 本実験 に
よ っ て,メ テ レ ン ･ ブル






, k言= (29.29 ±0.27)×10
~ 3
min
. 1]で の メ ト
H b還 元 活性 は,
.
メ チ レ ン ･ ブ ル ー 非存 在下[ki=
(1,138±0.038)×10~ 3min ~ 1, k;= (0.802 ±0. 30)×
10
~ 3
min~1]に 比 べ て約 30倍程促進されて い る こ とが明
らか に な っ た
.
こ の こ と は, メ テ レ ン ･ ブル
ー 添加の
効果は, 実際の赤血 球中で は約400倍に も な っ て い る
こと を示 して い る. そ れ故, 遺伝的に N A D H チ ト クロ
ー ム b5還元酵素が欠損 した メ ト H b血症1 7)の患者 に メ
チ レ ン ･ ブ ル ー が投与さ れ る こ と があるが , こ れ は残
存 してい る N A D P Hメ ト B b還元 酵素を活性化 して い
る こと に ほか な らな い .
また , 図 1, 2 に 示 した よう に, 赤血球の メ ト H b還
元 に さい し て 2種類 の メ ト型中間体 H b[(α 3十β2+)2 ,
(α 2 +β3 +)2]が生成さ れ る こ とが明 らか に な っ た . 特 に
(α 3 +β2 +)2の レ ベ ル は(α
2十β
3 +)2よ りも 常に 高く存在 し
たが, こ の こ と は メ ト H b還元に さい し α 鎖よ り も β
鎖の 方が N A D Hお よび NADP H メト H b還元 酵素に
よ っ て還元 さ れや す い こ と を示 してい る. そ の理 由と
して は, これ らの酵素系の メ ト H b の最終電子供与体で
ある チ トク ロ ー ム bsとメ チ レ ン
･ ブ ル ー の 酸化還元 電
位が H bの α 鎖, β 鎖よ り も低い た めで あ る こ とが 考
え ら れ る [(β鎖 = 0.113v)叫 >(α 鎖 = 0.052v)瑚 >
(チ トク ロ ー ム b5 = 0.02v)1 9)>(メ テ レ ン ･ ブ ル ー =
0.011v)1 9)]. 友 田 らⅠ3)1 4)は, 赤 血 球 よ り 精製 し た
N A D H チ トクロ ー ム b5還元酵素と N A D P Hフ ラ ビ ン
酵素を用 い て メ ト H b還元 を調べ , この こ とを明らか に
して い る . 因み に , 酸化還元電位がβ鎖と α 鎖の 中間
に ある アス コ ル ビン酸(E乙[Ⅴ]= 0.058)2 0)による メ ト ロb
還元 反応で は, 中間体 と し て(α 鈷β
鈷)2 しか 存在 しな
い1 2)2 1)
な お , 遺伝性 N ADH チ トク ロ ー ム b5還元酵素欠損
症 の 患者赤血球で は(α 3 +β
2 +)2と(α2 +β
3 +)2が高い 濃度
で 存在し て い る こ と が明 らか に な っ て い るが2 2), こ の 場
合も(α 3 十β2 +)2>(α 2 +β3 +)2と い う関係が成り立 っ て い
る . この 赤血 球で はメ ト H b還元 系が ほと ん ど働い て い
なしゝの で, こ れ らの メ ト型中間体 H b は H bの 自動酸化
に よ っ て 生 じたも の と 考えられ, こ の 場合 は H bの α 鎖
の 方が β鎖 よ りも 酸化さ れ や す い こ と を示 して い る.
ま た, (α 3 +β2 十)2や(α2 十β3 +)2の よう な メ ト型中間体
H b は還元型 H b[(α 2 +β2 +)2]よ り も酸素親和性が強い
が
23)
, これ はい わ ゆ る Dahl ing Ro ughto n効果24)と し
て説明が つ く . す な わ ち, メ ト型 H b が増加す る に つ れ
800
て酸素親和性が高くな る と い う もの で あ る. こ の こ と
か ら, メ ト E b血症の赤血球の酸素運搬能は比較的良い
と考 えら れ る. こ の場合, 赤血球 の 酸素放出能 は逆に
低下 して い る と考え られ , 生理 的に は不都合で あ る.
しか し, Ve rs m old ら
25)は, 遺伝性 N A D H チ トクロ ー
ム b5還元酵素欠損症の 患者赤血球の 2,3 - ジホ ス ホ グリ
セ リ ン酸(酸素化H bに 結合 して 酸素放出 を促 す)が正
常赤血球の約2倍存在す こ と を示 して おり, メ ト H b血
症で の メ ト型中間体 H b の増加 に よ る赤血球酸素放出
能 はか な り回復 して い る こ と を示 唆 して い る .
以 上, N A D H チ トクロ
ー ム b5還元 酵素, N A D P H メ
ト H b還元酵素 に よりメ ト H b が赤血球 にお い てどの よ
う に 還元 され るか を調 べ た が, 反応 中の メ ト Ⅲb, メ ト
型 中間体 H b, オ キ シ H bの 変動 は コ ン ピ ュ ー タ ー に よ
る期待値 と よく 一 致 して お り, い わ ゆる 一 次遂次反応
で進行す る こ とが明 らか に な っ た . また , メ テ レ ン ･
ブ ル ー の存在下で も非存在下 で も, klと k2の間 に あま
り 差が ない こ と か ら[メ チ レ ン ･ ブ ル ー (+):kT=
(37.47 ±0.36)×10ぺ min~1,k言= (29.29 ±0.2 7)×10~ 3
min








~ 1], メ ト H b
とメ ト型中間体 Ⅲb の間に は基質と しての反 応性に あま
り差が ない と考 えら れ る.
今後, こ れ らの メ ト E b還元 系が種々 の 病態に お い て
どの よう に働 く か を詳 しく検討す る必要が あ る と思わ
れ る.
結 論
ヒ ト赤血球中で お こ る メ ト H b還元反応を生理的条
件下(3アC, pH 7.4) に お い て 調 べ , その 反応 の 変化
を平板 ゲ ル 等電点電気泳動法 を用 い て 分析 した.
1 . ヒ ト赤血球中の メ ト Hb は, メ ナ レ ン ･ ブ ル ー の
有無に かか わ ら ず, 2種類 の メ ト型中間体 R b[(α 3 +
β2 +)2, (α2 +β3 十)2] を経て オ キ シ Ⅲb に 還元 され た.
2 . メ チ レ ン ･ ブル ー の 有無 に か か わ らず, 2種類
のメ ト型中間体 H bの 量 的関係 は常 に(α3 +β
2 +)2の方が
(α 2 +β3 +)2よ りも 多か っ た . これ ら の 量 的関係 を経時的
に 調べ 反応速度定数 を推定 した . こ の よう な量的関係
は酸化還元電位に よ っ て説明 され る .
3 . メ チ レ ン ･ ブル ー 存在下 で はメ ト H b還元 反応は
著 しく進行 した . こ の 促進 は, Pe nto sepho sphate 回
路 と共役 した N A D P H メ ト H b還元酵素系が活性化さ
れ る こ と に よる と考 えら れ, 赤血 球中で は約 400倍活
性化さ れ て い ると推定さ れ る.
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Abstract
The r edu ctio n of m et he m oglob in in the nitrite tre ated hu m a n r ed cells w a sstudied in the
prese n c e o r abs e n c e of m ethyle n eblu e u nde rt hephysiologic al c o nd itio n s(pH 7.4, 37
0
c).








pr oduc ed du ring t he r edu ctio n of m et he m oglobin, by u sing the iso ele ctric foc using ele ctro
-
phor esis o n A m pholin e polya c ryla mide gel plates. Rega rdless of the pr esen c e o r absen ce of
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)2 W e r e alw aysgreatertha ntho se of(a
2+p3+)2 duringthe
riductio n･ In the presence of m ethyle n eblue, the r eduction of m ethem oglob inin the c ellswer e
C叩 Sider ably acc ele rated ･ T he differe nc esin the co nte皿tS Of theinte r m ediate he m oglob in s wer e
explained bythed iffere n ce sin r ed bx potentials ofα a ndβchain sin m et he m oglobin . Fro mthese












T he actu al co nt ri bution of m et he m oglobin r educing system sin clud ing N A D Hcyto chrom e bs
r eductase a nd N A D P Hm et hem oglobin redu ctas e was e stim ated by t he c o mpa ris o n ofthe re,
a ction r ate c onstants of m ethem oglob in redu ctio n･ On t he ba sis of t he s e r e s ults,the m e chanism
Ofm ethe m oglob hredu ction in hum an r ed cells wasdiscu ssed.
